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1 赖 氨 酸 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 内 乳糖 合成 相关 基因 表达 的 影响 
2 陈 ER 赵 艳 丽 FOES: EEA A 
3 (内 蒙古 农业 大 学 动物 科学 学 院 ， 呼 和 浩特 010018) 


4 fh 要 : 本 试验 则 在 研究 赖 氨 酸 (Lys) 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 〈BMECs) 内 乳糖 合成 相关 基因 表达 的 影响 ， 


5 ”深入 探讨 Lys 对 乳糖 合成 的 影响 机 理 。 将 第 3 代 BMECs 随机 分 为 6 个 组 ， 每 组 6 个 重复 ， 各 组 细胞 培养 


6 IR Lys 的 添加 浓度 分 别 为 0.5 OCHA). 1.0. 2.0. 4.0. 8.0 和 16.0 mmolL， 细 胞 在 37°C. 5% CO: 条件 


7 ”下 培养 48 h。 结 果 表 明 : 适宜 浓度 Lys 对 乳糖 含量 和 和 葡萄糖 转 运载 体 蛋 白 1 (GLUT1)、 已 糖 激酶 1 HKD 


8 MOWI (HKI) 基因 表达 量 的 影响 旦 显著 也 


= 


剂量 依赖 关系 (PK<0.05) ; 方差 分 析 结 果 显 示 ， 添 加 Lys 


显著 或 趋 于 显著 影响 乳糖 含量 及 乳糖 合成 相关 基因 表达 。 与 对 照 组 相 比 ，2.0~16.0 mmol/L 组 乳糖 含量 较 高 


(P=0.055) , 4.0~16.0 mmol/L 组 GLUT! 基因 表达 量 显著 升 高 (P<0.001) ，2.0~8.0 mmol/L 组 w- 乳 清白 蛋 


白 (LALBA) 和 有 -14- 半 乳糖 基 转 移 酶 -1 (B-4GALT1) 基因 表达 量 显著 升 高 (P=0.006 和 P<0.001), 


8.0~16.0 mmol/L 组 FK7T 基 因 表 达 量 显著 升 高 (P<0.001); 但 1.0~2.0 mmol/L 组 PKT 基 因 表 达 量 显著 下 降 


(P<0.001), 4.0~16.0 mmol/L 组 HKI 基因 表达 量 下 降 ， 尤 以 16.0 mmol/L Lys 显著 低 于 对 照 组 (P=0.002)。 


综 上 所 述 ，Lys 对 乳糖 含量 和 GLUTI, HKI 和 PKT 基 因 表 达 量 的 影响 存在 显著 的 剂量 依赖 ，Lys 浓度 为 


2.0~8.0 mmol/L 时 ， 对 BMECs 内 乳糖 合成 促进 效果 较 好 。 


关键 词 : 奶牛 ; 乳腺 上 皮 细 胞 ， 赖 氨 酸 ; 乳糖 : 基因 表达 


中 图 分 类 号 ;S823 文献 标识 码 ，A eee, 


18 乳糖 是 牛奶 的 主要 成 分 ， 是 限制 牛奶 产 奶 量 的 关键 因素 之 一 ， 在 一 定 范围 内 产 奶 量 随 着 乳糖 合成 的 增 


19 ”加 而 增加 U31。 氨 基 酸 AA) 是 合成 乳 蛋 白 的 主要 前 体 物 ， 在 影响 乳 蛋 白 合成 的 同时 ， 也 对 乳糖 合成 产 4 


mT 


20 HMA, HAR ys) 是 乳 蛋 白 合成 主要 的 必需 氨基 酸 (EAA) , WEF RRETA. Ke, R 


21 ”入 研究 Lys 对 乳糖 合成 的 影响 及 机 理 ， 对 调节 乳腺 内 乳 成 分 的 合成 和 增加 产 奶 量具 有 重要 意义 。 王 丽 娜 四 
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发 现 以 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 CBMECs) 为 模型 ， 在 培养 基 中 添加 EAA 可 同时 促进 了 乳 蛋 白 和 乳糖 的 合成 。 


云 伏 雨 四 研究 表明 ， 在 奶牛 饲 粮 中 添加 适宜 水 平 的 Lys 可 以 提高 产 奶 量 、 乳 蛋白 率 和 乳糖 率 。 可 见 ，Lys 


在 一 定 程度 上 影响 了 乳糖 的 合成 ， 但 前 人 的 研究 多 集中 在 向 奶牛 体内 灌注 Lys 及 体外 培养 添加 Lys 影响 乳 


蛋白 合成 的 方面 , 对 体外 添加 Lys 影响 乳糖 合成 及 其 机 理 方面 的 探索 研究 其 少 , 有 必要 对 此 进行 深入 研究 。 


鉴于 此 ， 本 研究 以 BMECs 为 模型 ， 研 究 不 同 浓度 Lys 对 乳糖 合成 相关 基因 表达 的 影响 ,为 进一步 探讨 Lys 


对 BMECs 内 乳糖 合成 的 影响 机 理 提供 理论 基础 


o 


1 试验 材料 与 方法 


1.1 主要 试剂 与 仪器 


试验 主要 试剂 : I 型 胶原 酶 、DMEM/F12 培养 基 、 胰 岛 素 转 铁 和 蛋白 硒 钠 、 胎 牛 血 清 (FBS )、0.25% 胰 


和 蛋白酶 / 乙 二 胶 四 乙酸 (EDTA), WH Gibco 公司 ; MAR (Lys，L8662)、 氢 化 可 的 松 、 表 皮 生 长 因子 、 


众 乳 素 、 琼脂 糖 ， 购 自 Sigma 公司 ; RNAiso PLUS, PrimeScript RT Master Mix 和 SYBR Premix ExTaq™ II, 


购 自 TaKaRa 公司 ; 牛 DD 乳糖 酶 联 免疫 吸附 试剂 盒 (EHJ-90716h)， 购 自 厦门 慧 嘉 生 物 技术 有 限 公司 。 


试验 主要 仪器 : 二 氧化 碳 恒 温 培 养 (Forma-311，Thermo)、 倒 置 显微镜 (Olympuse， 日 本 )、 全 自动 


酶 标 仪 Synergy H4 BioTek， 美 国 ) 及 荧光 定量 PCR 仪 (ABI-7500， 美 国 )。 


1.2 原 代 BMECs 体外 培养 与 试验 设计 


在 内 蒙古 呼和浩特 市 北 亚 清 真 层 宣 场 选 取 3 头 3~5 岁 经 产 的 健康 泌乳 中 期 的 高 产 荷 斯 坦 奶牛 乳腺 组 织 ， 


参考 Sheng 等 四 的 胶原 酶 消化 法 获得 和 培养 BMECs， 当 原 代 细胞 贴 壁 率 达到 80%~90% 后 ， 用 0.25% 胰 和 蛋 


白 酶 .EDTA 对 细胞 进行 纯化 和 传代 。 将 第 3 代 的 BMECs 按照 试验 要 求 的 细胞 密度 接种 于 6 孔 培养 板 上 


(5x105 个 / 孔 )， 以 含 10% FBS 的 DMEM/F12 培养 基 ， 在 37°C. 5% CO 条 件 下 培养 24h。 采 用 单 因 子 随 


机 试验 设计 ， 当 细胞 贴 壁 率 达 到 80%~90% 时 ， 换 为 无 血清 的 DMEM/F12 饥饿 培养 基 ， 继 续 培 养 12 h 后 ， 


将 细胞 分 为 6 个 组 ， 在 每 组 中 加 入 不 同 浓度 的 Lys 工作 液 ， 使 反应 体系 中 Lys 终 浓 度 分 别 为 0.5〔 对 照 )、 


1.0、2.0、4.0、8.0 和 16.0 mmol/L, FH 6 个 重复 ， 在 37°C. 5% CO 条件 下 培养 48 h。 各 组 DMEM/F12 


培养 基 中 亮 氨 酸 、 和 蛋氨酸 、 甘 氨 酸 、 精 氮 酸 、 异 亮 氮 酸 、 葵 丙 氨 酸 、 苏 氨 酸 、 色 氨 酸 和 纺 氢 酸 浓度 分 别 为 


0.45. 0.13, 0.25, 0.70. 0.42. 0.22. 0.45, 0.04 和 0.45 mmol/L, Lys 的 浓度 参考 高 海 娜 等 和 李 喜 艳 00 


WIE 


1.3 


试验 


HJ 


究 结果 并 通过 测定 细胞 增殖 率 [RGR (%) = 试验 组 OD4o 对 照 组 OD4oox100] 确 定 。 


测试 指标 与 方法 


BMECs 内 乳糖 的 含量 采用 双 抗体 夹心 法 测定 。 将 细胞 以 5x105 个 / 孔 的 密度 接种 于 6 和 孔 培养 板 上 


» 4K 


设计 培养 结束 后 ， 收 集 细胞 培养 液 ， 按 照 牛 D 乳糖 ELISA 试剂 盒 说 明 书 的 方法 步骤 测定 细胞 培养 液 


糖 含量 , 即 根据 梯度 稀释 法 用 标准 品 稀释 液 将 1.8 mg/L 标准 品 稀 释 成 1 200、800、400、200 和 100 


ug/L 


5 个 浓度 ， 每 个 浓度 分 别 在 酶 标 包 被 板 上 加 2 个 孔 (50 RhL/ 孔 )， 再 向 待 测 样品 孔 中 加 入 40 hL 样品 稀释 液 ， 


之 后 


涤 液 


TS 


加 入 10 pL 待 测 样品 ， 用 封 板 膜 封 板 置 于 37 "C 培 养 箱 温 育 30 min; MAAR, FA, A 


Hyt 


清洗 5 次 ， 在 每 孔 中 加 入 50 uL 酶 标 试剂 ， 温 育 30 min， 再 洗涤 ; 每 孔 加 入 50 pL 显 色 剂 A， 之 后 加 


A 50 pL 显 色 剂 B，37 °C 避 光 显 色 15 min， 每 孔 再 加 入 50 pL 终止 液 ， 以 空白 孔 调 零 ， 用 全 自动 酶 标 仪 测 


定 O 


养 结 


完整 


进行 


为 20 uL. URH? 


Daso， 根 据 标准 曲线 计算 样品 中 乳糖 的 含 


a 


BMECs 内 总 RNA 按照 Trizol 法 提取 。 将 细胞 以 Sx105 个 / 孔 的 密度 接种 于 6 孔 培 养 板 ， 按 试验 设计 培 


束 后 ， 用 酶 标 仪 检测 RNA 的 纯度 与 浓度 ，ODz60/OD2go Æ 1.8~2.2 范围 内 表示 RNA 纯度 较 好 。RNA 


性 用 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。 将 RNA 反 转 录 成 CDNA 采用 PrimeScript RT Master Mix 试剂 盒 的 方法 


， 友 转录 体系 为 10 hnL。 基 因 表 达 量 采用 SYBR Premix Ex Tag™ I 试剂 盒 的 方法 进行 测定 ， 反 应 体系 


BAS 


IKE 


RIE 


醛 脱 氢 酶 (G4PDH)、B- 肌 动 蛋 白 (P-actin) 和 18S 核糖 体 RNA (18S rRNA) 为 管 


因 ， 对 乳糖 合成 相关 基因 a- 乳 清白 蛋白 (LA4LB4)、B-1,4- 半 乳糖 基 转 移 酶 -1(8-4G4L71)、 和 葡萄 糖 转运 


云 载 


白 1(CGLCT71HD)、 已 糖 激酶 ICKD 和 已 糖 激酶 ICCKZD) 的 相对 表达 量 进行 测定 ， 其 引物 序列 见 表 1。 实 时 


定量 PCR 的 反应 程序 为 :95.0 "C 预 变性 30 s; 95.0 °C 变性 5s，60 °C 退火 34 s，72 °C 延伸 20s, HETT 


40 个 循环 反应 ; 95°C. 58, 60°C. 308, 95°C. 158, 51 个 循环 ， 绘 制 熔 解 曲线 。 实 时 荧光 定量 PC 


果 


法 计 


| GAPDH, B-actin 和 18S rRNA 这 3 个 管家 基因 的 几何 平均 数 进行 分 析 ， 基 因 的 相对 表达 量 采 用 2 


算得 出 。 


表 1 乳糖 合成 相关 基因 的 引物 序列 


Table 1 Primer sequences of genes related to lactose synthesis 


R 结 


-AACt 


GenBank 登录 号 引物 序列 长 度 参考 文献 


9 
‘Yo 
><)! 
=P 

23 
74 
75 
16 
Fi 
78 
79 


80 


Genes GenBank accession No. Primer sequences (5'-3") Length/bp Reference 
ENR H eh RE vt A F:GGGTCATCATCTCTGCACCT 177 Sheng 等 [9] 
XM_001252479 
GAPDH R:GGTCATAAGTCCCTCCACGA 
B- 肌 动 蛋白 F:AACTCCATCATGAAGTGTGACG 234 张 航 中 
NM_173979.3 
B-actin R:GATCCACATCTGCTGGAAGG 
18S 核糖 体 RNA F:GTAACCCGTTGAACCCCATT 152 Varshney “£121 
Robinson et al., 2007 
18S rRNA R:CCATCCAATCGGTAGTAGCG 
o- 乳 清白 蛋 F:AGTTTGCCTGAATGGGTCTG 144 TANI 
NM_174378.2 
LALBA R:TGAGTGAGGGTTCTGGTCGT 
B-1,4- 半 乳糖 基 转 移 酶 -1 F:GAAGTTGGGTGGTCGCTACA 133 行 设计 
NM 177512.2 
PB-4GALTI R:CTGACGCTGTACCATTGGGT 
葡萄 糖 转运 载体 蛋白 1 F:GTGCTCCTGGTTCTGTTTCTTCA 84 O’Boyle 等 0 
NM_174602.2 
GLUTI R:GCCAGAAGCAATCTCATCGAA 
己 糖 激酶 [ F:TGATGGGACTGAGAACGG 135 94T wit 
NM_001012668.1 
HKI R:TCAATGGGAATGGCGTAG 
EPEA F:AAGATGCTGCCCACCTACG 123 行 设 计 
XM_00125583 
HKII R:TCGCTTCCCATTCCTCACA 
1.4 数据 统计 
所 有 数据 通过 Excel 2010 进行 计算 整理 ,采用 SAS 9.0 软件 的 方差 分 析 (ANOVA ) 程序 进行 显著 性 检 
验 ， 同 时 用 回归 统计 程序 进行 一 次 线性 与 二 次 曲线 回归 分 析 ，P<0.05 表示 组 间 的 差异 或 回归 关系 显著 ， 


0.05<P<0.10 表示 组 间 的 差异 或 


结 


2 果 


E 2 的 结果 表明 , BMECs 内 乳糖 含量 


程 为 y=102.481 83+15.765 10x-0.885 87x2 (R2=0.777 0), x H Lys 浓度 ,7 为 乳糖 含 


组 乳糖 含量 较 高 ， 趋 于 显著 高 了 


效果 减弱 。 随 着 Lys 浓度 的 增加 


回归 


45x 《R=0.7879), x 为 Lys WE, y 为 HKI W 


， 显 著 高 于 对 照 


E, 


, GLUTI 和 HKI] 


方程 为 y=0.908 21+0.077 48x (R2=0.936 0), x A Lys 浓度, y X GLUTI 


回归 关系 趋 于 显著 ，P>0.10 表示 组 间 的 差异 或 


| 


归 关 系 不 显著 。 


随 着 Lys 浓度 的 增加 明显 著 的 二 次 曲线 升 高 (P=0.016) 


量 , 其 中 以 2.0~16.0 mmol/L 


` 


’ 回归 


对 照 组 (P=0.055)， 以 4.0mmolL 组 最 高 ， 


表达 量 呈 


之 后 


显著 的 一 次 线性 


方 


随 着 Lys 浓度 的 升 高 促进 


E 升 高 (P=0.002 和 P=0.018), 


i 


其 中 GLUTI 基因 


表达 量 ; 


组 (P<0.001)，HKZ 基 因 


表达 量 


以 8.0~16.0 mmol/L 组 较 高 ， 


=i 
NTA 


因 表 达 量 ; y=0.741 29+0.052 


表达 量 以 4.0~16.0 mmol/L 组 较 


著 高 于 其 他 组 (P<0.001)， 


81 


82 


83 


84 


85 


86 


87 


88 


89 


90 


91 


92 


93 


94 


但 1.0~2.0 mmol/L Lys 显著 抑制 了 


i 


WBE, yI HKTI 基因 


尤 以 16.0 mmol/L Lys 1 + Mt 


表达 量 ; 


RIA, RH 


其 中 以 2.0 mmol/L 组 最 高 ， 高 于 对 照 组 ， 


HER (P=0.002); LALBA 和 p-4G4771 基因 表达 和 


较 高 (P=0.006 和 P<0.001), 16.0 mmol/L 组 高 于 对 照 组 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05). 


表 2 Lys 对 BMECs 内 乳糖 合成 及 相关 基因 


表达 量 的 影响 


而 4.0~16.0 mmol/L 组 低 于 


出 先 降 低 后 升 高 的 变化 趋势 。 随 着 Lys 浓度 的 增加 ，HKJ 


因 表 达 量 呈 显著 的 一 次 线性 降低 (P=0.031)， 回 归 方 程 为 y=1.086 87-0.043 21x (R=0.7272), x WN Lys 


六 对 照 组 ， 


EILA 2.0~8.0 mmol/L 组 


Table 2 Effect of Lys on lactose content and the expression levels of genes related to lactose synthesis in 


BMECs 
Lys 浓度 Lys concentration/(mmol/L) 均值 Pi P 1 P-value 
项 目 标准 
P-value 一 次 二 次 
Items 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 16.0 误 
Linear Quadratic 
SEM 
相对 增值 率 RGR/% 100.0 103.9a 102.3 95.35 83.7" 69.34 1.270 <0.001 <0.001 0.004 
乳糖 Lactose/(ng/mL) 97.60 115.39 141.13 167.40 157.20 130.47 13.766 0.055 0.397 0.016 
葡萄 糖 转运 载体 蛋白 1 
1.004 1.11% 1004 1.20% 1.335 2.25" 0.061 <0.001 0.002 0.002 
GLUTI 
糖 激酶 
己 糖 激酶 1.00% 1.05% 1.268 0.71% 0.75%  0.44¢ 0.147 0.002 0.031 0.123 
HKI 
糖 激酶 
己 糖 激酶 1.00° 0.674 0.644 0.96° 1.29? 1.542 0.047 <0.001 0.018 0.095 
HKI 
o- 乳 清 Ea ‘be abe a ab abc 
1.00° 1.36 1.60 2.19 1.80 1.58 0.355 0.006 0.737 0.345 
LALBA 
B-14- 半 乳糖 基 转 移 酶 -1 1.00° 1.91% 2.00% 2.43% 2.30a 1.51% 0.209 <0.001 0.985 0.177 
B-4GALT1 
同行 无 字母 或 数据 肩 标 相 同 字 母 表示 差异 不 显著 (P>0.053)， 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<<0.05)。 


P<0.05 表示 回归 关系 显著 ; 0.05<P<0.10 表 


示 回 归 


显著 ; P>0.10 表 


示 回 归 关 系 不 显著 。 


In the same row, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), 


while with different small letter superscripts mean significant difference (P < 0.05). P<0.05 means significant 


regression; 0.05 <P<0.10 means regression tend to be significant; P>0.10 means not significant regression. 
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95 在 体外 研究 中 ， 乳 腺 组 织 不 能 通过 糖 异 生 合成 葡萄 糖 093， 只 能 从 血液 吸收 获得 ， 因 此 ， 添 加 Lys 对 


96  BMECs 内 乳糖 合成 的 影响 仅 能 通过 调控 作用 来 完成 。 本 研究 发 现 ， 添 加 Lys 对 乳糖 含量 的 促进 效果 呈 显 


97 ” 著 的 二 次 曲线 升 高 (回归 方程 中 R=0.777 0), 方差 分 析 结 果 显 示 , 不 同 浓度 Lys 趋 于 显著 地 提高 乳糖 含量 ， 


[fin 


98 ” 即 在 适宜 浓度 范围 内 ， 乳 糖 含 


量 随 着 Lys 浓度 的 增加 而 增加 ， 在 4.0 mmol/L 时 促进 效果 最 好 ， 再 随 着 浓度 


99 ”的 进一步 增加 ， 其 促进 效果 减弱 ， 说 明 Lys 对 乳糖 合成 的 促进 作用 呈 显 著 的 剂量 依赖 关系 。 


100 乳腺 对 葡萄 糖 的 摄取 是 调控 乳 产 量 的 限 速 步 又，GLUT1 是 葡萄 糖 转 运 和 蛋白 ， 己 糖 激酶 Ks) 是 利用 


101 “葡萄糖 的 限 速 酶 ， 可 以 催化 葡萄 糖 磷酸 化 生成 6- 磷 酸 葡 萄 糖 ，FKT 和 HKIDE HKs 在 乳腺 组 织 中 发 现 的 2 


102 ”种 基因 表达 09， 并 且 EKZ 的 基因 表达 与 和 葡萄糖 摄 取 密 切 相关 073。Fueger 等 (8 研究 发 现 ，HKZ 基 因 过 表达 


后 促进 葡萄 糖 吸 收 。 本 研究 结果 发 现 ，Lys 浓度 对 GLUT! 与 HKZ 基 因 表 达 的 促进 作用 时 显著 的 一 次 线性 


升 高 ，8.0~16.0 mmol/L Lys 显著 促进 GLUTI 与 HK 基因 表达 ,而 1.0~2.0 mmol/L Lys 抑制 HKZ 基 因 表 达 ; 


Lys 对 PK7 基 因 表 达 的 影响 呈 显 著 的 一 次 线性 降低 ，2.0 mmol/L Lys 促进 其 表达 ， 高 剂量 具有 抑制 作用 ， 与 


赵 艳 丽 09 的 研究 结果 相似 ， 即 亮 氨 酸 可 促进 PK7 基 因 表 达 ， 但 高 剂量 抑制 其 表达 ;， 这些 结 果 说 明 ，Lys 可 


能 促进 葡萄 糖 摄取 和 磷酸 化 。 结 果 也 得 出 , 添加 Lys 可 趋 于 显著 增加 乳糖 含量 , 但 高 剂量 的 促进 效果 减弱 ， 


可 能 与 适宜 浓度 Lys 促进 和 葡萄糖 摄 取 与 磷酸 化 ， 而 高 剂量 抑制 HK7 基 因 表达 有 关 ， 这 进一步 解释 了 Lys 对 


乳糖 合成 的 作用 效果 呈 剂 量 依赖 关系 的 原因 。 


乳糖 合成 酶 由 B-4GALT1 及 LALBA 组 成 ,LALBA 是 乳糖 合成 酶 中 的 调节 亚 基 , 调控 乳糖 合成 与 分 泌 ; 


LI 


111 = B-4GALT1 是 催化 亚 基 ， 只 有 在 LALBA 存在 的 条 件 下 ,才能 发 挥 作用 ， 众 化 UDP- 半 乳糖 与 葡 糖 糖 以 B-1,4 


N 


112 ”糖苷 键 形 成 乳糖 ， 控 制 着 乳糖 合成 效率 ， 进 而 调节 乳 产 量 RU。 本 研究 发 现 ，2.0~8.0 mmol/L Lys 显著 促进 


113. LALBA 和 pf-4GA4LTI1 基因 表达 ， 而 16.0 mmol/L Lys 的 促进 作用 减弱 ， 与 Lys 促进 乳糖 含量 的 结果 相 吻 合 ， 


114 ”因此 进一步 解释 了 BMECs 内 乳糖 含量 的 增加 可 能 与 Lys 促进 L4LB4 和 pf-4GA4LTI1 基因 表达 有 关 。 


115 综 上 所 述 ，Lys 对 乳糖 含量 和 GLUT1、HKIT 和 PEKT 基 因 表 达 的 促进 作用 存在 剂量 依赖 关系 ， 并 且 乳 糖 


116 ”含量 以 2.0~16.0 mmol/L Lys, GLUTI 基因 表达 量 以 4.0 ~16.0 mmol/L Lys. HKI 基因 表达 量 以 8.0~16.0 


117 mmol/L Lys, LALBA #llp-4GALT] 基因 表达 量 以 2.0~8.0 mmol/L Lys 的 促进 效果 较 好 ， 但 16.0 mmol/L Lys 


118 Xf LALBA FUB-4GALT1 基因 表达 的 促进 作用 减弱 ，1.0~2.0 mmol/L Lys 显著 抑制 FKT 基 因 表 达 ，4.0~16.0 


119 mmol/L Lys 抑 秆 


= 


HKI 基因 表达 。 因 此 ，Lys 浓度 为 2.0~8.0 mmol/L 时 ， 对 BMECs 内 乳糖 合成 促进 效果 较 


120 W. 


121 4 结 论 


122 Lys 对 乳糖 含量 和 GLUT1、HKI 和 HK 基因 表达 量 的 影响 呈 剂 量 依 赖 关 系 ， 以 浓度 为 2.0~8.0 mmol/L 


123 ”时 促进 效果 较 好 ， 浓 度 为 16.0 mmol/L 时 抑制 了 AKI 基因 表达 ， 且 减弱 了 对 乳糖 合成 的 促进 作用 。 
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Effects of Lysine on Expression of Genes Related to Lactose Synthesis in Bovine Mammary Epithelial Cells 

CHEN Lu ZHAO Yanli GUO Xiaoyu SHI Binlin YAN Sumei* 
(College of Animal Science, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010018, China) 
Abstract: The objective of this study was to determine the effect of lysine (Lys) on the expression of genes related 
to lactose synthesis in bovine mammary epithelial cells (BMECs), and to discuss the mechanism of the effect of 
Lys on lactose synthesis. The third generation BMECs were divided into 6 groups with 6 repetitions, and were 
cultured in the medium added with 0.5 (control), 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 and 16.0 mmol/L Lys, respectively, for 48 h 
cultivation at 37 °C and 5% COd. The results showed as follows: the proper concentration of Lys had a significant 
dose-dependent effect on the content of lactose and the expression levels of glucose transporter 1 (GLUTI), 
hexokinase I (HKI) and hexokinase II (HKIJ) genes (P<0.05); the variance analysis results showed that increasing 
Lys concentration had a significant or tend to significant effect on the content of lactose and the expression of 
genes related to lactose synthesis. Compared with the control, the content of lactose in 2.0 to 16.0 mmol/L Lys 
groups was higher (P=0.055), the expression level of GLUTI gene in 4.0 to 16.0 mmol/L Lys groups increased 
significantly (P<0.001), the expression levels of o-lactalbumin (ZALBA) and B-1,4-galactosyltransferase 1 
(B-4GALT1) genes in 2.0 to 8.0 mmol/L Lys groups increased significantly (P=0.006 and P<0.001), and the 
expression level of HKII gene in 8.0 to 16.0 mmol/L Lys groups increased significantly (P<0.001); the expression 
level of HKII gene in 1.0 to 2.0 mmol/L Lys groups was inhibited significantly (P<0.001); the expression of HKI 
gene in 4.0 to 16.0 mmol/L Lys groups was inhibited, especially for that in 16.0 mmol/L Lys group, which was 
significantly lower than that in the control (P=0.002). In conclusion, it shows that the Lys significantly improves 
the content of lactose, GLUT1, HKI and HKII genes expression in dose-dependent manner and the optimal Lys 
concentrations for lactose synthesis is 2.0 to 8.0 mmol/L. 
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